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TAMPON, PROCEDE ET METHODE DEVALUATION DES CONDITIONS OPTIMALES, D'AMPUFICATION DE 
SEQUENCES CIBLES D'ACIDE NUCLEIQUE, ET LEURS APPLICATIONS. 

7) Tampon d'amplification, facilitant la ddnaturation des 
addes nucleiques, tout en preservant la structure des en- 
zymes mlses en oeuvre et amdllorant slgnlflcatlvement les 
performances de la reaction d'amplification en chaTne, et 
ses applications, notamment dans un proced6 d'amplifica- 
tion de sequences cibles d'acide nucl6ique mettant en oeu- 
vre plusieurs temperatures et dans une methods devalua- 
tion des conditions optJmales k mettre en oeuvre dans ledit 
proced6 d'amplification. 

Ledit tampon comprend, outre les constituants d'un tam- 
pon d'amplification standard, au moins un agent iso- desta- 
biiisant (AJ), 6ventuellement assocte & au moins un agent 
d6naturant (AD), presents a des concentrations aptes a r6- 
duire la temperature de fusion Tm de la sequence cible 
d'acide nucleique double-brin d'au moins une quantity 
ATm^, conform^ment d la formule 1: 
ATm^ =f [ (% G+C), (molarity de Al) ], 

pour diminuer au moins la temperature de d6naturation 
Td de tadlte sequence clble d'acide nucleique double-brin, 
et ce tout en permettant un bon fonctionnement de la reac- 
tion enzymatique d'ebngation des amorces. 
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La presente invention est ral«n,™ • 
d' amplification, £acilitant . . * a un tampon 

nudeio.es, tout en pros™ / e " tion aeld - 
">ises en oeuvre et Li »tr«ct:ur. deS ««— 

3 .nances de iT^C^"?: ; iB " lf lc " i ™— ' 1« Perfor- 

ia reaction d» amplification en chaine ^ ne . 

«. applications. not_ dans un P^^t^ 
de sequences eibles decide nucleique mettant en 7 lflCatl ° n 
sieurs temperatures e t dans « -th£ d .^^ 

condrtions optimal a mettre en oeuvre dans leoTt /■ 
10 d'amplification. ed " P roce <3e 

?lusieurs methodes d'amplificatj™ a. - 
decides nucleus ont ete d ec'te^ ? ces dlSTT 
methodes com D renn^ ' CSS dlf Rentes 
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.ape ::u; a tir;ur%rtntar;r n - ^ 

desdites amorces en ^ - elongation 
(nn , , 68 6n P rese nce d'une enzyme d'elongation 

(polymerase (PGR) , li gase {LCR) , 0CR) elongation 

telle .ue d^i^t? * POlynfcl ""<» « chaine (pcr> , 

4 aecnte, notamment par saiki r e r fll . 
1985, 230. 1350 • , St al - Science, 
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«. 017, ' ' B ™ eUr0P ^ S CETUS 20! 184 e t 

zzltz d duX £ier E1 t tnr- 1 * r"~ 

tio_ cyclic d.une M pclym4rase . ^ £ ^ 

un brin d'Anro „ni;„' copier 

a Aujv, utilise comme matrice on u„ • 
taire oar .si™—- . niacrice, en un brm complemen- 

xre. par elongation a partir de l'extremite 3- OH libr. 
d'une amorce oligonucleotide. 
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success^ d^S^,^ * « -cles 

dirigent 1 • ampll clt^ de T ^ 

Relies eneerdren " *»» 

Un cycle d- amplification PCR comporte essen- 
txellement 3 etape distinctes : 

a amnlifi. " "** ^ denatUrati ™ double-brin d' ADN 
a amplifier, par chauffage a une temperature Td, 
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une etape d' hybridation des amorces oligo- 
nucleotidiques, a une temperature Th, generalement comprise 
entre 37°C et 60°C, avec chacun des simples-brins d'ADN ; la 
longueur des amorces utilisees pour amplifier un fragment 
d'ADN est generalement comprise entre 18 et 30 nucleotides, 
et 

. une etape d' elongation de 1 ' amorce - par copie 
enzymatique de chaque simple-brin d'ADN, qui joue le rdle de 
matrice, par une ADN polymerase, a une temperature Te, 
generalement comprise entre 60°C et 75°C ; dans ces condi- 
tions, chaque simple-brin d'ADN donne naissance a un double- 
brin d'ADN. Lorsque cette etape est effectuee avec la Taq 
ADN polymerase, elle est generalement realisee a 72°C. 

Une reaction PCR "standard" est effectuee dans 

un volume de 50 ou 100 \ll et outre 1 ' echantillon d'ADN a 
amplifier, contient un tampon d' amplification incluant : KC1 
25-50 mM, Tris-HCl 10-20 mM (pH 8,4, a temperature 
ambiante) , MgCl2 1.5 mM, gelatine lOO^ig/ml, 10-100 pmoles 
de chaque amorce, chacun des 4 desoxynucleotide triphospha- 
tes (dNTPs) a une concentration comprise entre 125 et 200 ^iM 
et 2,5 unites de Taq ADN polymerase. Quelques gouttes 
d'huile sont generalement ajoutees, de maniere a eviter 
notamment 1 ' evaporation du tampon. Les cycles sont generale- 
ment effectues comme suit : 



Cycle 


Denaturation 


Hybridation 


Elongation 


ler cycle 


5 min. a 94°C 


2 min. a 50 - 
55°C 


3 min it 72°C 


cycles 
suivants 


20 sec. a 
1 min. a 94°C 


20 sec. & 
55°C ou 2 
min. a 50°C 


30 sec. a 
3 min. a 
72°C. 


dernier 
cycle 


1 min. a 94°C 


2 min. a 50°C 


10 min. a 
72°C 



35 



2733515 



ditions *,' La P€rmet al ° rS 1,utilis ^ion, dans des con- 
ait ions adequates, de touted i** 

au cycle n con™. - sequences neosynthetisees 

cycle n, comme matrices pour 1 'ADN polymerase au cycle 
-1. xl en resulte une amplification e xponen tielle d u no^re 
> de sequences d'acides nucleiques cibles en fonr, 7 
nombre de cycles • „«, ^ fonction du 

tit-* * ' CettS "Plification. la quan- 

ta de sequences cibles obtenues peut i tre reliee Ha 
quantite Qo de sequences cibles initiales au f t 
Dlifir a n« n ^ J-mciaies, au facteur d' am- 

plification x et au nombre de cycles n ^ , . 
10 Q = Qo (l+x) n . cycles n, par l a formule 

La PCR permet ainsi d' amplifier » - 

exponentielle a,« - ""PJ-aner, de maniere 

cIL i , se ^ences decides nucleiques dites 

cibles, des milliers de fois. 

Malgre l'interet que represente cette ■ 
»3 et les nombreuses applications auxquelles elle don" UeT 
elle est limitee a la fois ' 

- dans son rendement en ADN produit (de 1'ordre 
de quelques dizaines de Ug/ml) , 

-0 M r •* " ^ Sa ^ificite (formations de bandes 
!0 parasites d' amplification) oanaes 

ef^-- " danS ^ longueur du fragment, qui pe ut etre 

effectivement amplifie et 

amplify h ~ ^ 13 diffiCUlt ^ voi - 1'impossibilite a 
^ am P Uf ier des segments d<ADN r . ches ^ ^ ^ g ^ 

Ce sont en particulier les temperatures tres 
elevees, au voisinage de 1'ebulliM™ - 

DU - L - utlon ' P^e necessite la ppr 
pou^a dfaat ion des double . brins ^ ^-H 

d iLInv ^ llMtati ° nS ' 11 - -"It. un certain nomire 

,~ SntS ' ^ -"inuent a me ttre un frein 4 son uti- 
Usat.on elective en routine » 

Proauct.cn de .fences gue dans 1. domaine du diagnost f c 

ti m lnC ° nvfeients temperatures a selec- 

tor, au cours de cheque etape de la PCR peuvent etre 
resumes comme suit • 
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a) i.nconvenients lies a la temperature de dena- 
turation fTd) : 

* dans les cas ou les temperatures utilisees 
pour la denaturation (Td : 95°C pendant 3 0 sec ou 97 °C pen- 
5 dant 15 sec, par exemple) ne sont pas suffisantes (sequences 
cibles riches en G+C) , elles conduisent a une denaturation 
incomplete des double-brins d'ADN ; 

- des etapes de denaturation qui sont effectuees 
a des temperatures plus elevees (de l'ordre de 98°C) et/ou 

10 qui sont trop longues, conduisent a une perte d'activite de 
1 1 ADN polymerase ; en effet, la demi-vie de la Taq ADN 
polymerase, 1* enzyme couramment employee, est respect ivement 
de > 2 h, 40 min et 5 min pour 92,5°C, 95°C et 97°C (SAIKI 
R.K., PCR Technology. Principles and applications for DNA 

15 amplification, ed. H.A. Erlich Stockton Press, 1989) . Bien 
que des enzymes plus thermostables aient ete proposees pour 
remplacer la Taq ADN polymerase, 1 1 inconvenient de 
1 'utilisation de hautes temperatures de denaturation 
demeure ; 

20 - 1 1 utilisation de temperatures tres elevees et 

de temps de denaturation initiaux allant de 1 a 7 min a 
pH 7,0-8,0 est incompatible avec une bonne conservation de 
la matrice d' ADN et des degradations importantes du biopoly- 
mere sont observees, qui empechent 1 1 amplification de tres 

25 longues chaines d 1 ADN (C.E. GUSTAFSON et al., Gene, 1993, 

123 , 241-244) ; 

- la temperature tres elevee qui est utilisee au 
cours de la denaturation des duplex (94-97°C) , peut entrai- 
ner 1 1 evaporation du milieu reactionnel ; pour I'eviter une 

30 couche d'huile est ajoutee, a I'interieur de chaque tube 
reactionnel. Toutefois, la presence de cette huile peut pre- 
senter des inconvenients (inhibition de reaction, pollution 
des produits formes, etc. . . ) . 
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- la temperature de fusion (Tm> , temperature a 
laquelle 50 % de 1'acide nucleique est sous la forme simple- 
bnn, croxt.avec la concentration en duplex, conformant au 
calcul theorique de 1 ' hybridation des duplex decides 
nuclexques par la methode thermodynamique de BRESLAUER et 
al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 3746-3750) • il 
existe done une limitation theorique a 1 'hybridation, due a 
la quantite de duplex formes, quelles que soient les 

quantxtes d' enzyme ou de nucleosides triphosphates presents 
10 dans le tampon d' amplification. En consequence, comme 

preexse ci-dessus, la quantite d'ADN produite est limitee a 

quelques dizaines de ug/ml. 

- les molecules qui ne sont pas thermostables ne 
peuvent pas etre incorporees dans les - amorces d'amplifi- 
* cation ; or, pour differentes raisons (fixation sur des 
supports, margueurs de detection,, il peut etre interessant 
de travailler a plus basses temperatures (fixation de bio- 
polymeres, de molecules thermosensibles pour la fixation ou 
la detection, etc. . . , . 

datmn (T^) . 

- l'autoappariement de fragments d'un mime brin 
est source de mauvais appariements entre les amorces et la 
matrice et d'arrets de copie, ce qui conduit en particulier 
a la presence de structures secondaires et a 1'obtention de 
Plusieurs bandes, apres electrophorese, alors que si 1- am- 
plification est specifique, un seul produit constitue d'ADN 
double-brin de la longueur desiree doit etre produit et en 
consequence, une seule bande doit etre observee en electro- 
30 phorese . 

c) ea -^ £ -^ ui conrpme l'on,. m hi 0 ^ trninf mm 
res miRfs en nenvr^ ita t ^ rr Tr] . 

la plupart des thermocycleurs commerciaux 
n'assurent pas une homogeneite de temperature dans les 
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differents puits. Cela affecte la reproductibilite de 1* am- 
plification et c'est une des raisons pour lesquelles il est 
difficile de faire des mesures quantitatives avec la PGR. 

Des temperatures maximales moins elevees et des 
5 variations extremes plus faibles attenueraient ce probleme. 
Cela permettrait d'utiliser cette technique PCR in situ 
(interet d'utiliser des amplifications avec moins d'ecart de 
temperature et une temperature maximale plus faible sur des 
coupes cellulaires) . 
10 Pour augmenter le rendement et/ou la specificite 

de la PCR et/ou la longueur des sequences amplifiees, 
plusieurs solutions ont ete proposees : 

- la technique du hot start : si le melange de 
l'ensemble des reactifs de la PCR est effectue a froid, 

15 1 'hybridation des oligonucleotides est peu specif ique et des 
copies sont initialisees a des positions incorrectes. En 
effectuant le melange a temperature elevee, superieure a 
celle de 1 'hybridation, la reaction d* amplification demarre 
plus correctement . L* inconvenient pratique est evident : la 

20 manipulation des tubes a temperature elevee est peu commode 
et toute maladresse est source de contamination. 

- la mise en oeuvre de 1 ' etape d* hybridation et 
de 1' etape d' elongation des amorces a une meme temperature, 
superieure a 55°C (KIM H.S* et al., 1988, Nucl. Acids Res., 

25 16, 8887-8903) . 

- 1' addition de certains denaturants ou de co- 

solvants au melange reactionnel PCR. 

Un article recent, paru dans Gene (VARADARAJ K. 
et al. (1994, 110/ 1-5), fait le point sur 1' usage de cer- 
30 tains denaturants ou de cosolvants qui permettent d'am^lio- 
rer le rendement et la specificite de la PCR et dans cer- 
tains cas, de la rendre possible (BOOKSTEIN R. et al., 
Nucleic Acids Res., 1990, 18, 1666 ; CHESTER N. et al . , 
Anal. Biochem., 1993, 203, 284-290 ; DUTTON CM. et al., 



Nucleic Acids Res . , 1993, 21, 2953-2954 ; HUNG T. et al.. 
Nucleic Acids Res., 1990, 18, 4953 ; LU Y.H. et al., Trends 
Genet, 1993, 9, sept, 297 ; SARKAR G. et al., Nucleic Acids 
Res,, 1990, 18, 7465). On peut citer le DMSO (dimethyl 
sulfoxyde), le TMAC1 (chlorure de trimethyl ammonium), le 
glycerol, le formamide, des detergents, tels que le Tween 20 
et le NP-40. 

Ces articles montrent que : 

a) les resultats obtenus par ces differents 
Auteurs sont contradictoires . Suivant les Auteurs, le mSme 
produit est decrit comme etant efficace ou inhibiteur. Par 
exemple, BOOKSTEIN R. et al. (1990, precite) decrivent 
1 'amelioration de la PGR pour un fragment genique par addi- 
tion de DMSO a 10 % ; INNIS M.A. et al. {PCR protocols. A 
guide to methods and applications, Academic Press, Inc, 
1990) et SAIKI R.K. (1989, precite) decrivent 1'effet 
nefaste du DMSO a 10 % sur le rendement et l 1 efficacite de 
la PCR ; SARKAR G. et al . (1990, precite) decrivent l'inef- 
ficacite du DMSO et proposent le formamide. VARADARAJ K. et 
al. (1994, precite) precisent que des concentrations supe- 
rieures a 5 % de DMSO inhibent la PCR. 

Ces differents travaux ont ete realises avec la 
Taq ADN polymerase et les effets divers obtenus sont dus, 
selon certains Auteurs au fait que ces agents denaturants de 
1 1 ADN diminuent considerablement l'activite des ADN 
polymerases, alors que d'autres considerent qu'ils facili- 
tent la copie de la matrice. Toutefois aucune procedure for- 
malisee et reproductible n f est decrite. 

b) les mecanismes specif iques responsables de 
1 * accroissement de 1 9 amplification de 1 'ADN par des deter- 
gents, des chaotropiques ou des cosolvants ne sont ni connus 
(VARADARAJ K. et al . , 1994, precite, page 4), ni formalises, 
ni reproductibles . 
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Des articles tres recents (W. BARNES, Proc . 
Natl. Acad. Sci. USA, 1994, £1, 2216-2220 ; S. CHENG et al . , 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, juin 1994, 5695-5699) decrivent 
1 'amplification de tres longues chaines d'ADN (42 kb) qui 

5 ont ete obtenues a partir du phage X. (contenu en G+C = 
49 %) . Les Auteurs utilisent differentes ameliorations dont 
beaucoup ont ete decrites anterieurement (voir references 
ci-dessus) : 

temps de denaturation tres precis et tr&s 
10 courts : 5 s a 94 °C, qui necessite un thermocycleur special 
et une technologie difficile a maltriser en routine, 

- technique du « hot-start », 

- temps d' extension compris entre 10 et 22 min, 

- addition au tampon d' amplification, de DMSO et 

15 de glycerol, 

- utilisation de deux ADN polymerases thermo- 
s tables, l'une ayant une activite 3 ' -5 ' -exonucleasique dans 
le tampon d' amplification, 

- augmentation du pH. 

20 Des pointes de temperature au dela de 94°C pour 

resoudre le probleme des zones riches en G+C n'ont pas 
apporte le benefice espere (CHENG et al., 1994, precite). 
Toutefois, ces modifications ne permettent pas d'obtenir une 
methode reproductible (BARNES, 1994, precite) . 

25 Toutefois dans ces travaux recents (CHENG et 

al., 1994, BARNES, 1994), comme dans ceux decrits anterieu- 
rement et concernant des fragments plus grands que 800 
nucleotides, la reaction de denaturation du cycle PCR 
s'effectue, en fait au minimum a la temperature Td=94°C. 

30 Aucune etude chiffree precise et systematique n'est donnee 
pour analyser les resultats et orienter de fagon correlee le 
choix des temperatures de denaturation Td et d' hybridation 
Th, en fonction de la concentration en additifs. 
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En consequence, la Demanderesse s'est donn6 pour 

but de pourvoir a un tampon d' amplification et a un procede 

d' amplification de sequences cibles d'acide nucleique, qui 

limitent les inconvenients specifies ci-dessus, notamment en 
ce que : 

- 1' etape de denaturation des duplex d'ADN 
puisse s'effectuer a une temperature Td inferieure a celle 
qui est couramment utilisee (94°C) pour la PCR, 

- la denaturation des duplex d'ADN initiaux ou 
obtenus par 1'ADN polymerase puisse s'effectuer complete- 
ment, quelle que soit leur longueur ou leur contenu naturel 
en (G+C) , sans dommage serieux pour la stability de l'ADN 
polymerase et/ou l'integrite de la matrice d'ADN, et 

- le procede soit facilement reproductible. 
C'est egalement un but de 1' invention de fournir 

une methode d' evaluation des conditions optimales a mettre 
en oeuvre dans un procede d' amplification conforme a 
1' invention, pour obtenir aisement des produits 
d' amplification longs et/ou a forte teneur en (G+C) . La pro- 
duction de ces fragments d'ADN ouvre en particulier de mul- 
tiples applications, tant dans le domaine de la recherche 
genetique et du sequencage du genome que dans le domaine du 
diagnostic et de la therapeutique . 

La presente invention a pour objet un tampon, 
apte a etre mis en oeuvre dans un procede d' amplification 
d'au moins une sequence cible d'acide nucleique, du type 
comprenant n cycles, chacun desdits cycles incluant une 
etape de denaturation de la sequence cible double-brin, rea- 
lisee a une temperature de denaturation Td, une etape d' hy- 
bridation entre la sequence cible simple-brin et au moins 
une amorce appropriee, realisee a une temperature d' hy- 
bridation Th et une etape d' elongation de 1» amorce ayant 
hybride, en presence d'une enzyme d' elongation d'acide 
nucleique et a une temperature d' elongation Te, lequel tam- 



10 
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pon est caracterise en ce qu'il comprend, outre les consti- 
tuants d'un tampon d' amplification standard, au moins un 
agent isodestabilisant (AI) , eventuellement associe a au 
moins un agent denaturant (AD) , presents a des concentra- 
5 tions aptes a reduire la temperature de fusion Tm de la 
sequence cible d'acide nucleique double-brin d'au moins une 
quantite ATm AI , conf ormement a la formule 1 : 

ATm =f[(% G+C) , (molarite de AI)], 
pour diminuer au moins la temperature de denaturation Td de 

10 ladite sequence cible d'acide nucleique double-brin, et ce 
tout en permettant un bon f onctionnement de la reaction 
enzymatique d' elongation des amorces. 

En effet, de maniere inattendue, une telle dimi- 
nution de la temperature de fusion Tm permet de reduire au 

15 moins la temperature maximale du cycle d 1 amplification Td 
(ou temperature de denaturation) et de preference, a la fois 
la temperature maximale du cycle d' amplification Td et- la 
temperature minimale du cycle d' amplification Th (ou tempe- 
rature d' hybridation) . 

20 Conf ormement a 1' invention, ledit tampon est 

avantageusement mis en oeuvre, et ce de maniere non limita- 
tive : 

- soit dans un procede d' amplification en chaine 
par polymerase, 

25 - soit dans un procede d' amplification en chaine 

par ligase, 

- soit dans un procede d' amplification en chaine 

par ligase avec reparation. 

Au sens de 1' invention et dans le cas de la PCR, 
30 on entend par tampon d' amplification standard, par exemple : 
Tris-HCl 10 mM, pH 8,5, KC1 50 mM, MgCl 2 1,5-2,5 mM, melange 
des 4 desoxynucleotides, amorces et Taq ADN polymerase, a 
differentes concentrations, selon les cas. 
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Conf ormement a 1' invention, ledit agent isode- 
stabilisant (AI) est une substance dont la caracteristique 
principale est de diminuer 1' influence stabilisatrice appa- 
rente des paires de bases (G+C) sur le Tm des acides nuclei - 
ques . 

Egalement conf ormement a 1' invention, un agent 
denaturant (AD) est une substance qui diminue la temperature 
de fusion d'un fragment d'ADN de fagon proportionnelle a son 
pourcentage en solution, a peu pres independamment de la na- 
ture des bases qui le composent. 

La temperature de fusion d'un duplex d'ADN de 
grande longueur (c ' est-a-dire superieure a Ikb) est calculee 
de facon approximative par la formule empirique suivante : 
Tm (°C)=81,5+0,.41(% G+C) -675/N+16 , 6 . logM-ATm^ (formule 2) 
dans laquelle : 

ATm^ = d(% agent denaturant) (formule 3) 

M : molarite du/des cations monovalents presents dans^ le 
tampon (generalement Na et/ou K), 
N : nombre de nucleotides, 

d : coefficient d'efficacite de 1'agent denaturant (AD), 
generalement compris entre 0,25 et 0,7. 

Conf ormement a 1' invention, ledit tampon 
d' amplification comprenant au moins un agent isodestabili- 
sant (AI) et eventuellement au moins un agent denaturant, 
diminue la temperature de fusion Tm de la sequence cible 
d'acide nucleique double-brin selon la formule 4 suivante : 

Tm (°C)=81, 5+0,4 1(% G+C)-ATmAi-675/N+ 1 6,6.1ogM-ATniAD (formule 4), 

qui rend compte de la diminution de Tm provoquee par 1' agent 

isodestabilisant ATm AI (formule 1) et eventuellement par 

1 ' agent denaturant ATm^ ( formule 3 ) . 

Le Tm est une donnee moyenne. La fusion d'un 
grand segment d'ADN se produit localement par zones de quel- 
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ques dizaines a quelques centaines de paires de bases, comme 
on peut 1' observer au microscope electronique . Les zones qui 
restent hybridees sont les zones qui sont riches en paires 
de bases G+C. Celles ou les simples brihs sont separc§s sont 
5 riches en A+T. Les courbes classiques d'hyperchroisme ne 
permettent pas de deceler si 1 % d'ADN reste hybride, c'est- 
a-dire si les deux molecules d'ADN simple brin restent 
rattachees physiquement par une petite fraction de bases 
encore hybridees. L' agent isodestabilisant diminue la valeur 

10 du Tm d'une quantite ATm AI et, par consequent, la valeur 
apparente du coefficient 0,41 qui entre dans 1' expression du 
Tm. Mais ce qui est le plus important, c'est la tres grande 
efficacite de 1' agent isodestabilisant a jouer sur les zones 
a tres forte teneur en G+C pour obtenir la separation ultime 

15 et complete de deux molecules d'ADN simple brin des duplex 
d' amplification, au cours de leur denaturation, a la tempe- 
rature maximale du cycle d' amplification PCR, par exemple. 

De maniere inattendue, dans le cas de 
1 ' amplification en chaine par polymerase, par exemple, le 

20 tampon d' amplification conforme a 1' invention : 

a) facilite specif iquement la denaturation des 
zones riches en G+C, grace a 1' agent isodestabilisant, per- 
met 1 ' amplification de fragments longs et/ou a haute teneur 
en G+C, qu'il serait impossible d'amplifier ou d'amplifier 

25 aussi ef f icacement , dans les tampons conventionnels, avec ou 
sans agent denaturant. 

Si la denaturation des duplex d' amplification, 
par chauffage a la temperature maximale du cycle PCR est 
imparfaite, c'est-a-dire si les simples chaines produites 

30 demeurent rattachees par une petite fraction de paires de 
bases a haute teneur en G+C, la refermeture du duplex au 
cours du ref roidissement necessaire pour 1 'hybridation des 
amorces se produira en quelques secondes, voire quelques 
fractions de secondes (figure 1). Dans ce cas, 1 'hybridation 
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des amorces sera infime parce qu'elles seront rejetees par 
la fermeture du duplex avant d' avoir ete suf f isamment 
allongees et ainsi stabilisees par l'ADN polymerase. Si des 
simples brins d'ADN de grande longueur sont physiquement 
bien separes, la nucleation initiale, c'est-a-dire la 
reconnaissance correcte et 1 'hybridation d'une petite partie 
de la sequence entre les deux simples chaines est l'etape 
limitante qui gouverne leur hybridation et elle exige plu- 
sieurs minutes. La concentration molaire des amorces etant 
des milliers, voire des millions de fois plus elevee que 
celle des simples brins de la matrice d' amplification, la 
probability de reconnaissance entre les amorces et la 
matrice simple brin est tres elevee et la reaction PCR est 
tres efficace. 

b) facilite aussi de facon non specifique, 
c'est-a-dire independamment de la nature des bases, la dena- 
turation des duplex d'ADN, grace aux agents denaturants et 
permet par la synergie des effets specifique et non speci- 
fique d'abaisser fortement les temperatures maximales et 
minimales Td et Th du cycle PCR, 

c) permet parfois d'ameliorer la specificite 
d' amplification en diminuant ou meme en eliminant les bandes 
parasites, 

d) permet d'atteindre des rendements finals 
25 d' amplification volumique plus eleves, puisque la tempera- 
ture de denaturation des duplex augmente avec leur concen- 
tration, 

e) permet d'ameliorer la reproducibility et la 
f iabilite de la PCR, en augment ant la plage de temperature 
pour la denaturation des duplex, puisque la diminution de la 
temperature limite est considerable (dans une experience 
type, elle diminue d'environ 10°C : de 92, 5°C a 82°C) . 

Selon un mode de realisation avantageux dudit 
tampon, 1' agent isodestabilisant est selectionne dans le 
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groupe constitue par les halogenures d' alkylammonium et les 
ions dipolaires (zwitterions) . 

Le zwitterion est, de preference la N,N,N 
trimethylglycine ; le groupement alkyle est de preference -au 
5 moins en C 2 . 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit tampon, 1' agent denaturant est selectionne dans le 
groupe constitue par le dimethylsulf oxyde (DMSO) , le glyce- 
rol, le formamide, le dimethyl formamide (DMF) , les ureides, 
10 les polyols et les detergents. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit tampon d' amplification, il comprend un melange d'un 
agent isod^stabilisant et d'un agent denaturant. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
15 realisation ledit melange est constitue de N,N,N trimethyl-r 

glycine et de DMSO. 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
realisation, la concentration en N,N,N trimethylglycine est 
comprise entre 0,05 et 4 M, de preference entre 1 et 2,5 M, 
20 et la concentration en DMSO est comprise entre 0,5 et 15 %, 
de preference entre 5 et 10 %. 

De preference, la concentration en N,N,N 
trimethylglycine est de 1,5 M et la concentration en DMSO 
est de 5 a 10 %. 

25 Pour la plupart des fragments d'ADN analyses, la 

diminution de Tdmin est super ieure a 10°C pour du DMSO a 
10 %, additionne a la N,N,N trimethylglycine 1,5 M. 

Selon un autre mode de realisation avantageux 
dudit tampon, il comprend un melange d'un agent isodestabi- 
30 lisant et de deux agents denaturants . 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de 
realisation, ledit tampon comprend un melange constitue de 
N,N,N trimethylglycine, de DMSO et de glycerol. 
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Selon une modalite preferee de cette disposi- 
tion, la concentration en N,N,N trimethylglycine est 
comprise entre 0,05 et 4 M, de preference entre 1 et 2,5 K, 
la concentration en DMSO est comprise entre 0,5 et 15 %, de 
preference entre 5 et 10 % et la concentration en glycerol 
est comprise entre 1 et 3 0 %, de preference entre 3 et 20 %. 

Le tampon conforme a 1' invention, tres efficace 
pour la denaturation des sequences riches en (G+C) , peut 
avantageusement etre mis en oeuvre dans un procede 
d' amplification en chaine d'au moins une sequence cible 
d'acide nucleique. 

Ledit tampon peut notamment etre mis en oeuvre 
dans un procede d' amplification en chaine par polymerase 
(PCR) , comprenant n cycles, chacun desdits cycles incluant 
une etape de denaturation de la sequence cible double-brin, 
realisee a une temperature de denaturation Td, une etape 
d ' hybridation entre la sequence cible simple-brin et au 
moins une amorce appropriee, realisee a une temperature 
d' hybridation Th et une etape d' elongation de 1' amorce 
hybridee, en presence d'au moins une ADN polymerase et a une 
temperature d' elongation Te. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce 
procede d' amplification PCR, chaque cycle est effectue avec 
deux temperatures Td (temperature de denaturation) et Th 
(temperature d' hybridation) = Te (temperature d ■ elongation) , 
ledit procede etant, de preference, mis en oeuvre en 
presence d' amorces comprenant plus de 3 0 nucleotides, et 
dont la temperature de fusion Tm est elevee. 

De maniere inattendue, un tel mode de mise en 
oeuvre du procede conforme a 1' invention, pr^sente une 
selection de conditions (amorces de plus de 30 mers et tam- 
pon d' amplification contenant au moins un agent isodestabi- 
lisant et even tuel lenient un agent denaturant) qui, en syner- 
gie, cooperent pour, simultanement : 
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- reduire l'ecart des temperatures Td-Th en uti- 
lisant des oligonucleotides de grande taille comme amorces, 
et 

- diminuer les temperatures Td et Th, du fait de 
5 la reduction des Tm d'au moins une quantite ATm 

En effet, 1 'utilisation d' amorces longues (plus 
de 30 meres) permet de realiser 1' elongation en presence 
d'une enzyme thermostable, a la temperature d'hybridation 
des amorces (Th=Te) ; elles presentent aussi l'avantage 
10 d'etre plus specif iques que les sondes courtes de 20 meres. 

Ledit tampon peut egalement etre mis en oeuvre 
dans un precede d' amplification en chaine par ligase (LCR) 
ou par ligase avec reparation. 

La presente invention a egalement pour objet une 
methode d' evaluation des conditions optimales a mettre en 
oeuvre dans un procede d' amplification tel que d^fini ci- 
dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend le trace du dia- 
gramme des temperatures definissant les domaines de Td et Th 
(temperature maximale et minimale de 1 'amplification, PCR 
notamment) , conformement aux etapes suivantes : 

(1) la realisation : 

- de la courbe des temperatures minimales de 
denaturation (Tdmin) des duplex d'acide nucleique cible, du 
type Tdmin=Td 0 -by n , dans laquelle Tdain a represente la valeur 
de la temperature minimale de denaturation pour une concen- 
tration y n en agent isodestabilisant, Td 0 represente la 
valeur de la temperature minimale de denaturation en 
l'absence d'additif (agent destabilisant ou agent denatu- 
rant) et b represente la pente de la droite et 

- de la courbe des temperatures maximales 
d'hybridation des amorces (Thmax n ) , en fonction de la con- 
centration y n en agent isodestabilisant et en l'absence 
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d' agent denaturant (figure 2, application de la methode a la 
PCR) ; 

De fagon inattendue, 1' experience montre que 
Tdmin et Thmax sont des droites, dans la limite des erreurs 
experimentales et de la precision necessaire, dans la zone 
utile de concentrations . 

(2) la selection d'au moins une concentration y 
en agent isodestabilisant, pour laquelle la temperature de 
denaturation Td et la temperature d'hybridation Th satisfont 
aux conditions suivantes : Td>Tdmin n >Thmax n >Th (figure 3, 
application de la methode a la PCR) , 

(3) la realisation : 

- de la courbe des temperatures minimales de 
denaturation (Tdmin) des duplex d'acide nucleique cible, du 
type Tdmin. =Td 0 - ax. dans laquelle Tdiain 1 represente la valeur 
de la temperature minimale de denaturation pour une concen- 
tration x. en agent denaturant et pour la concentration y 

choisie en agent isodestabilisant a 1'etape (2), Td 0 repre- 
sente la valeur de la temperature minimale de denaturation 
en 1 'absence d'additif (agent destabilisant ou agent denatu- 
rant) et a represente la pente de la droite et 

de la courbe des temperatures maximales 
d'hybridation des amorces (Thmax.), en fonction de la con- 
centration en agent denaturant x. et pour la concentration y n 
selectionnee a l'etape (2) en agent isodestabilisant (figure 
2) ; 

De fagon inattendue, 1' experience montre que 
Tdmin et Thmax sont des droites, dans la limite des erreurs 
experimentales et de la precision necessaire, dans la zone 
utile de concentrations. 
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(4) la selection d'au moins une concentration en 
agent denaturant, pour laquelle Td et Th satisfont egalement 
aux conditions suivantes : Td>Tdmin n >Thmax n >Th (figure 3) et 

(5) la preparation d'un tampon d' amplification 
5 conforme a 1' invention, dans lequel 1* agent isodestabilisant 

et 1' agent denaturant sont aux concentrations selectionnees 
aux etapes (2) et (4) ci-dessus. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de 
ladite methode d' evaluation, lorsque les amorces sont cour- 

10 tes et de point de fusion faible, une etape d' elongation 
intermediaire des amorces a une temperature Te est mise en 
oeuvre, avec Td>Te>Th et avec Te, le plus pres possible de 
la temperature optimale de f onctionnement de 1' enzyme 
d' elongation (ADN polymerase, ligase. . .) . 

15 Dans les figures 2 et 3 et le texte qui suit, 

ladite methode devaluation est illustree pour la PCR et 
pour une gamme de concentrations x en agent denaturant, mais 
la methode est la meme pour des variations de concentration 
x en agent isodestabilisant conime le montre la figure 4 . 

20 II faut noter que trois experiences PCR avec 

chacune une gamme de concentrations x sont generalement 
suffisantes pour definir Tdmin. 

L' amplification est effectuee a deux temperatu- 
res (Th = Te et Td) , dans un tampon standard, contenant 

25 eventuellement d'autres additifs, sur une serie d'echan- 
tillons comportant des concentrations croissantes x en agent 
denaturant (ou agent isodestabilisant, voir egalement con- 
centrations Y telles que definies ci-dessus) . De fagon 

n 

inattendue, on observe que la reaction d' amplification ne se 
30 produit que pour des concentrations comprises entre une 
valeur minimale (xl) et une valeur maximale (x2) . On propose 
1 ' interpretation suivante illustree par les figures 2 et 3. 
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L'addition d'agent denaturant permet d'agir sur 
deux parametres essentiels de 1 'amplification : 

a) la courbe de fusion des duplex de la cible 
biologique, formes par les copies realisees avec l'ADN poly- 
merase (pourcentage d'ADN simple-brin en fonction de la tem- 
perature) (figure 2). 

L'addition d'agent denaturant au tampon 
d' amplification PCR permet d'obtenir une denaturation conve- 
nable des duplex de la cible a une temperature inferieure a 
celle qui est necessaire avec un tampon ordinaire. II faut 
que la concentration d'agent denaturant et/ou la temperature 
de denaturation Td soient suffisantes pour une concentration 
donnee xl d'agent denaturant. A la valeur minimale limite xl 
de la concentration en agent denaturant correspond une 
valeur minimale limite de la temperature de denaturation 
Tdmirij (figure 2) . 

En effectuant une serie d' experiences A, B, 
avec des concentrations x. differentes, on s'apercoit que 
1' ensemble des points de coordonnees (xl, Tdmi^) est aligne 
sur une droite Tdmin qui definit la temperature minimale de 
denaturation, en fonction de la concentration d'un agent 
denaturant donne et pour une sequence donnee d'ADN a ampli- 
fier. La droite Tdmin ne concerne que le phenomene de dena- 
turation des duplex d'ADN initiaux ou formes par copie ma- 
tricielle. II n'y a pas d' interference avec les processus 
d' elongation ou d' hybridation des amorces. 

Par consequent, la droite Tdmin ne depend pas de 
la nature des amorces . 

b) la courbe d' hybridation des amorces 
(pourcentage d'ADN double-brin forme entre la matrice et 
1 'amorce, en fonction de la temperature (figure 2). 

Pour qu'il y ait amplification, il faut que les 
amorces puissent s'hybrider sur les simples chaines d'ADN. 
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Pour une temperature donnee Th, il ne faut pas que la con- 
centration de 1' agent denaturant soit trop elevee parce 
qu'elle empecherait 1 'hybridation. A la valeur limite maxi- 
male de la concentration x2 en agent denaturant, correspond 
5 une valeur limite maximale de la temperature d' hybridation 
des amorces, Thmax 2 . 

L ' ensemble des points de coordonnees (x2, Thmax 2 ) 
resultant d'une serie d' experiences effectuees avec des con- 
centrations differentes est aligne sur une droite Thmax, qui 
10 definit la temperature maximale d' hybridation des amorces en 
fonction de la concentration de 1' agent denaturant. 

On observe que Thmax est approximativement par al- 
lele a Tdmin (agents denaturants) . Dans le cas des agents 
isodestabilisants Thmax est encore une droite, mais elle 
15 diverge par rapport a Tdmin quand x croit (voir exemples) . 

Thmax depend essentiellement de la nature des amor- 
ces. Si les amorces sont courtes, la droite Thmax est encore 
parallele a Tdmin, mais elle est plus eloignee de Tdmin. 

L' extrapolation de la droite Tdmin a x=0 permet 
20 de definir avec precision la valeur de TdO pour le tampon 
standard, sans agent denaturant. La pente de la droite donne 
le coefficient d'efficacite d de 1' agent denaturant, sur la 
cible d'ADN etudiee. 

Pour que 1 ' amplification soit tres specif ique, 
25 il faut que la temperature d' hybridation des amorces Th soit 
proche de Thmax. A temperature trop basse, la saturation des 
sites de la cible par les amorces est tres elevee, mais la 
specif icite est plus faible. 

c) la concentration d' agent denaturant qu'il est 
30 possible d'ajouter est limitee. 

L' agent denaturant (DMSO, formamide) est inhibi- 
teur de 1'ADN polymerase. A tres faible quantite (1 %) , il 
peut faciliter le deroulement des regions autocomplementai- 
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res riches en G + C et permettre ainsi une meilleure copie de 
la matrice. Rapidement l'effet inhibiteur devient preponde- 
rant. Par exemple, le DMSO a la concentration de 10 % inhibe 
la synthese de 1 'ADN de 53 %, quand on emploie la Taq ADN 
polymerase a la temperature de 70°C. Pour du DMSO a 20 %, 
1' inhibition croit a 89 %. 

d) la reaction d' elongation des amorces est 
effectuee de preference a une temperature Te voisine de la 
temperature optimale de fonctionnement de 1 'ADN polymerase. 
Le temps de la copie est ajuste a la vitesse de la polymeri- 
sation enzymatique dans les conditions experimental rete- 
nues. Cette vitesse s ' exprime en nombre de bases/minute. Par 
exemple, si la vitesse est de 1 000 bases/min, il faudra au 
moins 4 minutes d' elongation pour amplifier un segment de 4 
15 kilobases. 

e) Le choix des temperatures optimales de fonc- 
tionnement PCR est possible et aise, a partir des droites 
Tdmin et Thmax( figure 3) . 

A la concentration en agent denaturant ou isod<£- 
stabilisant x 0< il faut que Td>Tdmin 0 >Thmax 0 >Th . 

Tdmin 0 et Thmax, sont les valeurs de Tdmin et Thmax 

pour x=x 0 . 

De preference, Te est voisin de la temperature 
optimale de fonctionnement de 1 'ADN polymerase, par exemple 
25 70°C a 72 °C avec la Taq ADN polymerase. 

La PCR est une methode complexe et s implement a 
partir des courbes de fusion des duplex ou des amorces et a 
plus forte raison de la connaissance de Tm seulement on ne 
peut pas prevoir actuellement l'effet favorable ou l'effet 
inhibiteur d'une molecule sur 1' amplification. 

Des molecules qui semblent a priori favorables 
se revelent decevantes . 
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C'est le cas du chlorure de tetraethylammonium 
qui est un excellent agent d' isodestabilisation mais qui 
inhibe totalement 1 ' amplification PCR. 

Cependant, aussi bien le procede d' amplification 
5 que la methode devaluation conformes a 1' invention permet- 
tent ef f ectivement de resoudre ce probleme. 

La presente invention a egalement pour objet un 
procede de detection d'au moins une sequence d'acide nucl^i- 
que cible, mettant en oeuvre au moins une etape 
10 d' amplification par une methode d' amplification en chaine, 
en presence d' amorces appropriees et une etape d'hybridation 
avec une sonde convenable, lequel procede est caracterise en 
ce que lors de 1' etape d' amplification, 1'on met en oeuvre 
un tampon conforme a 1' invention. 
15 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit 

procede, lors de 1 ' etape d' amplification, 1'on met en oeuvre 
deux amorces portant un facteur de fixation, pour detecter 
la presence de la sequence d'acide nucleique amplifiee. 

Apres ladite amplification, cette double chaine 
20 est denaturee en presence d'un tampon conforme a 
1' invention, et les simple-brins fixes sur un support 
solide, puis une sonde portant un marqueur de detection est 
ajoutee. Le signal est ameliore pour les sequences diff id- 
les a denaturer. 

25 Selon une disposition preferee de ce mode de 

mise en oeuvre, le facteur de fixation est la biotine ou un 
haptene et la detection est f luorescente, color imetrique ou 

luminescente . 

La mise en oeuvre d'un tampon tel que defini ci- 
30 dessus, dans un proc6d<§ d' amplification par PCR, par exem- 

ple, permet : 

- d' amplifier des fragments ayant des longueurs 

de plusieurs dizaines de kb ; en consequence, des virus ou 
des plasmides complets peuvent etre amplifies. Ceci va per- 
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mettre de les caracteriser et de les etudier beaucoup plus 
aisement et notamment de faciliter 1' etude des mutants 
d'interet therapeutique et diagnostique. En particulier, les 
virus de la famille de 1' herpes, qui renferment des sequen- 
ces tres riches en G+C, pourront etre plus facilement 
amplifies . 

- dans le diagnostic medical, de detecter les 
porteurs de genes avec de grandes insertions ou de grandes 
deletions. Ceci a un interet evident pour les maladies 
genetiques et la cancerologie. Dans le processus de cance- 
ri sat ion, on observe, en effet, des remaniements chromosomi- 
ques avec des translocations pour lesquelles le point de 
fracture varie souvent de quelques kilobases. La possibility 
d' amplifier des segments de grande taille va permettre de 
diagnostiquer aisement ces rearrangements par des procedes 

semblables aux systemes EL ISA (procede Amplicis® par exem- 
pie) . 

1' etude des sequences regulatrices de 
1 'expression genique : ADNc de grande taille relatifs aux 
20 oncogenes . 

- de reduire les couts et d'accelerer le sequen- 
gage du genome humain. Dans la constitution des cartes geno- 
miques, les fragments de quelques 30 a 40 kb qui sont inclo- 
nables peuvent etre obtenus par amplification avec des 

25 oligonucleotides correspondant aux sequences frontieres. 

- pour des etudes de transferts de genes, la 
construction complete du vecteur et des genes, sans clonage. 
Les amorces des genes J et cro peuvent etre utilisees pour 
amplifier les inserts dans presque tous les vecteurs bases 
sur le phage A,. Les inserts de cosmides pourront §tre ampli- 

f» * 
les . 

Outre les dispositions qui precedent, 1 1 inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
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de la description qui va suivre, qui se refere a des 
examples de mise en oeuvre du procede objet de la presente 
invention, ainsi qu'aux dessins annexes, dans lesquels : 

- la* figure 1 illustre l'inter£t, pour la PCR, 
5 des agents isodestabilisants qui facilitent la denaturation 

des zones riches en paires de bases (G+C) , 

- la figure 2 represente le trace des droites de 
temperature minimale de denaturation des duplex Tdrain et des 
droites de temperature maximale d' hybridation des amorces 

10 Thmax, en fonction de la quantite d' agent denaturant ou 
d' agent isodestabilisant, 

- la figure 3 represente les domaines de fonc- 
tionnement de la PCR en fonction de la concentration en ad- 
ditif (denaturant ou isodestabilisant) , 

15 - la figure 4 represente les courbes des Td et 

des Th determinees pour 1 ' amplification d'un fragment de 
870 pb avec des amorces de 50 bases de longueur dans un 
milieu renfermant de la N, N, N-trimethylglycine a differentes 
concentrations , 

20 - la figure 5 represente les courbes des Td et 

des Th determinees pour 1 ' amplification d'un fragment de 
870 pb avec des amorces de 50 bases de longueur dans un 
milieu renfermant du DMSO a differentes concentrations, 

- la figure 6 represente les courbes des Td et 
25 des Th determinees pour 1 'amplification d'un fragment de 

870 pb avec des amorces de 50 bases de longueur dans un 
milieu renfermant du glycerol a differentes concentrations, 

- la figure 7 represente les courbes des Td et 
des Th determinees pour 1 ' amplification d'un fragment de 

30 870 pb avec des amorces de 50 bases de longueur dans un 
milieu renfermant de la N,N, N-trimethylglycine 1,5 M et du 
DMSO a differentes concentrations, 

- la figure 8 represente les courbes des Td et 
des Th determinees pour 1 ' amplification d'un fragment de 
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810 pb avec des amorces de 20 bases de longueur dans 
milieu renfermant de la N,N,N-trimethylglycine 1,5 m et du 
DMSO a differentes concentrations, 

- la figure 9 illustre 1 ' amplification d'une 
5 region Ha-Ras du proto-oncogene humain c-Ha-Ras dans l'ADN 

de lymphocytes en presence de differents agents, 

- la figure 10 illustre 1 ' amplification d'une 
region Ha-Ras du proto-oncogene humain c-Ha-Ras dans l'ADN 
extrait de differentes tumeurs, de lymphocytes et d'une 

10 lignee cellulaire MDA. 

Les figures 2 a 8 illustrent, pour chaque ampli- 
fication, les resultats positifs ( + ) ou negatifs (0) en 
fonction des temperatures et/ou de la concentration en 
agents denaturants et/ou isodestabilisants . 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniguement a titre d ' illustration de 
l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 
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Dans les exemples qui suivent, les etudes compa- 
ratives des temperatures minimales de denaturation des 
duplex neosynthetises (Tdmin) et des temperatures maximales 
d ' hybridation des amorces (Thmax) , en fonction des agents 
isodestabilisants et/ou denaturants, utilises ont ete effec- 
tues a partir de 1' amplification d'un fragment de 870 pb du 
genome de Mycobacterium tuberculosis, qui est caracterise 
par une grande proportion de bases GC : 64 %. 

Le fragment amplifie (sequence A) est le sui- 

vant : 
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400 410 420 

CCGA TCATCAGGGC CACCGCGAGG 

430 440 450 460 470 460 

GCCCCGATGG TTTGCGGTGG GGTGTCGAGT CGATCTGCAC ACAGCTGACC GAGCTGGGTG 

490 500 510 520 530 540 

5 7GCCSATCGC CCCATCGACC TACTACGACC ACATCAACCG GGAGCCCAGC CGCCGCGAGC 

550 560 570 580 590 600 

TGCGCGATGG CGAACTCAAG GAGCACATCA GCCGCGTCCA CGCCGCCAAC TACGGTGTTT 

610 620 630 640 650 660 

ACGGTGCCCG CAAAGTGTGG CTAACCCTGA ACCGTGAGGG CATCGAGGTG GCCAGATGCA 

670 680 690 700 710 720. 

10 CCGTCGAACG GCTGATGACC AAACTCGGCC TGTCCGGGAC CACCCGCGGC AAAGCCCGCA 

730 "40 750 760 770 780 

3GACCACGAT CGCTGATCCG GCCACAGCCC 3TCCCGCCGA TCTCGTCCAG CGCCGCTTCG 

790 900 810 820 830 840 

GACCACCAGC ACCTAACCGG CTGTGGGTAG CAGACCTCAC CTATGTGTCG ACCTGGGCAG 

!5 350 960 370 380 890 900 

oGTTCGCCTA CGTGGCCTTT GTCACCGACG CCTACGTCGC AGGATCCTGG GCTGGCGGGT 

Q10 920 930 940 950 960 

CGCTTCCACG ATGGCCACCT CCATGGTCCT CGACGCGATC GAGCAAGCCA TCTGGACCCG- 
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970 930 990 1000 L010 1020 

CCAACAAGAA GGCGTACTCG AC CT GAAAGA CGTTATCCAC CATACGGATA GGGGATCTCA 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

TACACATCG ATCCGGTTCA GCGAGCGGCT CGCCGAGGCA GGCATCCAAC CGTCGGTCGG 



G 



1090 1100 1110 1120 1130 1140 

AGCGGTCGGA AGCTCCTATG ACAATGCACT AGCCGAGACG ATCAACGGCC TATACAAGAC 

1150 1160 1170 1180 - 1190 1200 

CGAGCTGATC AAACCCGGCA AGCCCTGGCG GTCCATCGAG GATGTCGAGT TGGCCACCGC 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

GCGCTGGGTC GACTGGTTCA ACCATCGCCG CCTCTACCAG TACTGCGGCG ACGTCCCGCC 

1266 
GGTCGA 



Les amorces employees sont des oligonucleotides 
de 50 bases de longueur, qui encadrent le fragment prece- 
dent . 
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L' amorce 1 de sequence : 

5' CCG ATC ATC AGG GCC ACC GCG AGG GCC CCG ATG 
GTT TGC GGT GGG GTG TC 3 \ 

comporte 68 % de bases GC et a un Tm de 93,3°C, calcule con- 
formement a la formule 2, sans agent denaturant. 

L' amorce 2 de sequence : 

5' TCG ACC GGC GGG ACG TCG CCG CAG TAC TGG TAG 
AGG CGG CGA TGG TTG AA 3 ' , 

comporte 66 % de bases GC et a un Tra de 90,9°C, calcule con- 
formement a la formule 2, sans agent denaturant. 

Toutes les amplifications ont ete effectuees 
dans un tampon d' amplification standard (Tris HC1 10 mM pH 
8,5, 50 mM KCl, 2,5 mM MgCl 2/ 200 \m de chaque dATP, dCTP, 
dGTP et dTTP, 4 pmoles de chacune des amorces, 2 U de Taq 
DNA polymerase) , auquel sont ajoutes les divers agents {AI 
et AD) selon 1' invention, mis en oeuvre a differentes con- 
centrations . 

Le critere d' amplification minimale acceptable a 
ete fixe comme suit : 1' apparition bien visible d'une bande 
d'ADN double-brin apres separation electrophoretique et re- 
velation au bromure d'ethidium sous irradiation UV, ayant 
les caracteristiques de longueur et de sequence exactes 
apres 40 cycles d' amplification. Pour que les resultats 
soient parfaitement coherents, le m§me segment d'ADN et les 
memes amorces sont utilisees. Dans les experiences positives 
qui ont et6 conduites, 1 ' amplification de la cible etait 
superieure a 100 000. 

Pour evaluer 1'efficacite des additifs (AI et 
AD) sur 1' amplification en chaine, une etude comparative, 
suivant quatre modalites ont ete realisees, avec les amorces 
1 et 2 et le duplex A precites : 

- en presence seulement d'un agent denaturant ou 
en presence de deux agents denaturants (effet de competi- 
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tion) , d'une part et d' autre part, conformement a 
1 ' invention : 

- en presence d'un agent isodestabilisant comme 

seul additif ou 

5 en presence d'un agent isodestabilisant et 

d ' un agent denaturant . 

mngMPT.K 1 : Amplification en presence d'au moins un agent 
denaturant . 

1) tampon con tenant en tant qu' additif, seule- 

10 ment un agent denaturant* 

Avec la sequence A, les amorces 1 et 2 et sans 
que cela soit limitatif, il est possible de tracer la droite 
Tdmin de 0 a 20 % en DMSO avec precision, 

Dans la zone a faible teneur en DMSO, quand la 
15 temperature Th de la PCR depasse une valeur superieure a 
83 °C, il est impossible de determiner Thmin parce que la Taq 
ADN polymerase ne fonctionne plus correctement (pour une 
valeur de DMSO infer ieure a 5 %) , puisqu'on travaille a 
Te=Th . 

20 II est possible de tracer la droite Thmax entre 

7 et 20 % de DMSO. 

1) tampon sans aaent den aturant ou isodestabi- 
lisant : 

Td 0 (°C) = 92,5°C 
25 2) tampon avec DMSO seulement : 

Tdmin (°C) = 92,5-0,62 (% DMSO) 
limite DMSO = 15 % 

3) tampon avec gly cerol seulement : 
Tdmin (°C) = 92,5-0,30 (% glycerol) 
30 limite glycerol = 30 %. 

Les droites Tdmin et Thmax (figures 5 et 6) ont 
ete etablies pour des concentrations en chaque agent denatu- 
rant utilise seul (DMSO de 0 a 20 % et glycerol de 0 a 
40 %) . Thmax n'est trace que pour la zone ou Th est infe- 
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rieure a 83 °C puisqu'on effectue la reaction enzymatique 
d' elongation des amorces a la temperature Te qui est egale a 
Th (resultats positifs : + ; resultats negatifs : 0) . 

2) en presence de deux agents denaturants : 
5 effet de competition : 

L ' experience est effectuee en ajoutant au milieu 
reactionnel renfermant un agent denaturant en concentration 
determinee, un deuxieme agent denaturant avec une gamine de 
concentrations croissantes . L' ensemble des echantillons est 
10 amplifie en parallele avec des amorces longues a deux tempe- 
ratures Th et Td. 

A titre d'exemple, et sans que ce soit limitatif 
avec la sequence A, les amorces 1 et 2 et les tampons 
standards, les valeurs sont les suivantes : 
^ 1) tampon a vec glycerol 5 % et DMSO variable : 

Tdmin (°C) = 91,2-0,55 (% DMSO) 

2) tampon a vec glycerol 8 % et DMSO variable : 
Tdmin (°C) = 90,5-0,55 {% DMSO). 

La pente observee (0,55) de Tdmin est plus 
20 faible que celle qu ' on obtient avec DMSO pur (0,62). Ceci 

montre qu'il n'y a pas additivite de 1 'action des deux 
agents denaturants. On peut emettre 1'hypothese qu'ils sont 
en competition pour les memes sites de l'ADN. 

EXEMPLE 2 : Amplification en presence de N,N,N trimefchyl- 
25 glycine . 

L ' amplification du fragment de 870 pb a ete etu- 
diee pour differentes concentrations de N,N,N trimethyl- 
glycine variant de 0 a 3 M. 

On a etabli les droites Tdmin et Thmax pour la 
30 N,N,N trimethylglycine seule par une serie d' amplifications 
dont les parametres sont les suivants : apres une premiere 
denaturation de 5 minutes a 94 °C, on effectue une serie de 
40 cycles d' amplification (denaturation 1 min 30 a <94 a 
85°C>, hybridation 1 min 30 a <80 a 50°C>, elongation 
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1 min 30 a <80 a 72°C>) . Ces cycles sont suivis d'une elon- 
gation supplementaire de 5 minutes a la temperature 
d' elongation de 1 ' amplification. 

L' amplification est ensuite analysee sur gel 
5 d' agarose 2 % en tampon TAE (Tris HCl 4 0 mM pH 7,8, acetate 
de sodium 5 mM, EDTA 1 mM) par fluorescence avec le bromure 
d'ethidium. La longueur des bandes est contr61ee par rapport 
a des temoins de longueur (marqueur VIII de Boehringer Mann- 
heim) . 

10 Pour chaque amplification, les resultats posi- 

tifs (+) ou negatifs (0), en fonction des temperatures et de 
la concentration en N,N,N trimethylglycine sont rapportes 
dans un diagramme (figure 4), et a la fin de la serie 
d' amplification les droites Tdmin et Thraax peuvent etre tra- 

15 cees. Td 0 est evalue a 92,7°C. 

La N,N,N trimethylglycine a donne des resultats 
interessants et la m§me methodologie qui a ete exposee pour 
determiner les courbes Tdmin et Thmax a ete utilisee pour 
analyser l'effet de la N,N,N trimethylglycine, L'ajout de 

20 N,N,N trimethylglycine au tampon d' amplification a permis de 
diminuer les temperatures PCR minimales de denaturation 
(Tdmin) des ADN double-brins et les temperatures maximales 
d' hybridation des amorces (Thmax) . La droite Tdmin peut §tre 
tracee avec precision de 0 a 2,5 M et la droite Thmax (qui 

25 n'est pas parallele a Tdmin), seulement de 1 a 2,5 M. En 
dessous de 1 M en N,N,N trimethylglycine, le Thmax est trop 
elev6 pour un f onctionnement correct de 1' enzyme (Te = 
Thmax 0 ) . 

Lorsque le tampon comprend de la N,N,N 
30 trimethylglycine, la reaction est a une concentration de 
1,5 M, les resultats obtenus sont les suivants avec la 
sequence A et les amorces 1 et 2 : 
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Tdmin (°C) = 92,7°C 

Thmax (o C ) = limitation 83°C (extrapolation 
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b) tampon avsr M.N.N l-r-i ^thvlol ycing 1 , 5m . 
Tdmin (°C) = 89 
Thmax (°C) = 82,5. 

L' amplification perd de son efficacite a 2,5 M 
en N,N,N trimethylglycine. En fait, le gain obtenu sur le 
Tdmin en PCR est de 92 , 7-89°C=3 , 7°C (voir figure 4). 

BXEMPLE 3 : Amplification en presence d'un agent isodestabi- 
lisant et d'un agent denaturant : 

Cas de la N,N,N trimethylglycine et de dimethyl - 
sulfoxyde (DMSO) : effet synergigue : 

La superiority du melange DMS0-N,N,N trimethyl- 
glycine apparait de differentes f aeons par 1' analyse des 
droites obtenues . 

1) N,N,N trimethylglycine 1,5 M-DMSO (N,N,N 
trimethylglycine pure, Tdmin : 89°C, voir exemple 2 ; ' pente 
DMSO 0,76) : 

Td (°C) = 89-0,76 (% DMSO) 
limite DMSO : 15 % . 

2) N,N,N trimethylglycine 1,5 M -glycerol : 
Td (°C) = 89-0,35 (% glycerol) 

limite glycerol 20 %. 

Conformement a 1' invention et sans que cela soit 
limitatif, avec le duplex A des amorces 1 et 2, 
1' amplification PCR est realisee avec un excellent resultat 
a deux temperatures Td=82°C et Th=70°C, dans le tampon 
d' amplification classique contenant 1,5 M en N,N,N 
trimethylglycine et 10 % de DMSO comme additifs. Ceci repre- 
sente un abaissement de plus de 10 °C par rapport au tampon 
sans additif. 
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CTTgyff yT.q 4 : Amplification en presence de N,N,N trimethyl- 
glycine et de DMSO, 

a) Determination des courbes Tdmin et Thmax avec 
des amorces de 50 bases : 
5 Des amplifications ont ete effectuees en pre- 

sence de N,N,N trimethylglycine 1,5 M, de tampon 
d' amplification standard et avec des concentrations varia- 
bles de DMSO (de 0 a 18 %) , de maniere parallele dans les 
differents puits du thermocycleur . 

10 Les conditions d' amplification de chaque serie 

sont differentes : apres une denaturation initiale de 5 min 
a 94°C, on effectue 40 cycles (denaturation 1 min 30 pour 
une serie de temperatures s ' echelonnant de 90 a 78°C, hybri- 
dation 1 min 30 pour une serie de temperatures s' echelonnant 

15 de 78 a 60°C et elongation 1 min 30 pour des temperatures 
s ' echelonnant de 78 a 72°C) . Suit une elongation finale de 5 
minutes a la temperature d' elongation. 

Apres amplification, on effectue une separation 
electrophoretique sur gel d' agarose 2 % dans du tampon TAE. 

20 On fait apparaitre les bandes d' amplification par fluores- 
cence avec le bromure d'ethidium. 

Lorsque 1 'amplification est positive, c'est que 
les deux temperatures Td et Th conviennent. Une amplifica- 
tion negative pour une concentration en DMSO plus faible 

25 correspond a des conditions ou la temperature de denatura- 
tion est inferieure a la temperature Tdmin ; une amplifica- 
tion negative pour une concentration de DMSO plus elevee 
correspond a des conditions ou la temperature d' hybridation 

est superieure a Thmax. 
30 On peut ainsi tracer le diagramme des tempera- 

tures Td et Th pour les differentes concentrations de DMSO 
(figure 7) . On obtient ainsi deux droites pratiquement 
paralleles. Leurs ordonnees a l'origine sont identiques aux 
valeurs determinees experimentalement dans 1'exemple prece- 
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dent pour 1,5 M en N,N,N trimethylglycine :Td=89°C et 
Th=78,2°C. 

b ) Determination d es courbes Td et Th p on ^ rte p 
amorces plus courtes : 

On effectue les memes series d' amplifications 
que dans I'exemple precedent mais a partir d' amorces de 
20 bases de longueur. Le fragment d' amplification est de 
810 paires de bases, inclus dans le fragment precedent, le 
contenu en bases GC est de 63,2 %. Les amorces sont : 

- amorce 3 : 5 ' ATG GTT TGC GGT GGG GTG TC 3 ' 

Tm=59, 0°C 

- amorce 4:5' TAG AGG CGG CGA TGG TTG AA 3 ' 

Tm=57,9°C. 

Le milieu et les conditions d' amplification 
(temperatures et nombre de cycles) sont les memes que dans 
I'exemple precedent. Seules les amorces sont differentes. 

Les resultats obtenus sont rapportes dans la 
figure 8. On remarque que la droite des Td est superposable 
a la precedente. Ce resultat montre que la temperature de 
denaturation concerne le fragment d' amplification et non les 
amorces, et le fragment amplifie ici est pratiquement iden- 
tique a celui de I'exemple precedent. En revanche, la droite 
des Th est abaissee par rapport a celle de I'exemple prece- 
dent. Cela est dil a ce que les amorces etant plus courtes, 

leurs temperatures d' hybridation sont plus basses. 

EXEMPLE 5 : Comparaison de l'efficacite de l'addltif N,N,N 

trimethylglycino-DMSO a l'additif glycerol -DMSO. 

De fagon surprenante, le melange N,N,N 
trimethylglycine-DMSO donne des resultats bien super ieurs 
aux melanges d' agents denaturants, actuellement connus. En 
effet : 

1) la N,N,N trimethylglycine seule, a la concen- 
tration de 1,5 M, dans un tampon non optimise, donne des 
resultats tres proches du melange glycerol 8 %-DMSO 5 % 
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(Tdmin=89°C et 88°C respect ivement , avec le duplex A de 870 
paires de bases et de 0,67 % en G+C et les amorces 1 et 2) . 

2) la N,N,N trimethylglycine reduit considera- 
blement 1 ' influence sur le Tm des zones riches en (G+C) 

5 selon 1' equation ATm (°C) qui a ete proposee. II est evident 
que son influence locale sur le Tm de la chaine d'ADN est 
d'autant plus grande que la teneur en (G+C) est elevee et 
par consequent sur les zones residuaires d' appariement apres 
l'etape de denaturation effectuee a la temperature Td qui 

10 conditionnent beaucoup 1 ' amplification des fragments longs. 
L' addition de la N, N, N trimethylglycine seule a permis de 
realiser 1 'amplification de sequences minisatellites a tres 
forte teneur en G+C de longueur voisine de 2 kb (voir exem- 
ple 6) alors qu'elle n'a pas ete obtenue avec 1' addition de 

15 10 % de DMSO. Ceci signifie que l'action de la N,N,N 
trimethylglycine est plus puissante que le DMSO dans les 
segments a tres forte teneur en G+C et superieure a ce qui a 
ete determine pour le fragment A d'ADN. 

3) pour les melanges d' agents denaturants, on 
20 observe un effet de competition (pente de Tdmin du DMSO en 

presence de glycerol 5 %, a=0,55) alors que pour le melange 
N,N,N trimethylglycine DMSO, on observe un effet synergique 
inattendu (pente de Tdmin du DMSO, a=0,76) . La pente du DMSO 
pur est intermediaire (a=0,62). 

25 4) la presence de N,N,N trimethylglycine ne sem- 

ble pas modifier les proprietes du DMSO sur la PCR. Addi- 
tionne au tampon d' amplification contenant deja de la N,N,N 
trimethylglycine, le DMSO n'apparait pas davantage inhibi- 
teur que s'il etait additionne a un tampon sans additif. 

30 Ceci ouvre une possibility extraordinaire pour diminuer la 
temperature de denaturation des duplex en PCR et, par conse- 
quent, faciliter 1 ' amplification des genes de grandes dimen- 
sions qui ont tres frequemment, une ou plusieurs regions a 
teneur en G+C tres ^levees. 
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BXEMPLE & s Amplification selcn 1* invention, en presence 
d ' amorces courtes . 

On designe par amorces courtes, celles qui sont 
actuellement couramment utilisees dans la PCR, c'est-a-dire 
5 d'une vingtaine de bases et d'un Tm de 50°C a 63 °C. 

L ' enzyme thermostable, par exemple la Taq ADN 
polymerase, ne fonctionnant correctement qu'a partir de tem- 
peratures bien super ieures voisines de 70°C / il est impossi- 
ble d'effectuer la reaction d' elongation des amorces a la 
10 m£me temperature que celle de leur hybridation. II faut 
inserer une temperature intermediate Te (vers 72 °C pour la 
Taq ADN polymerase) . La droite Tdmin est la meme que celle 
qui est obtenue avec les amorces longues, puisqu'elle ne 
depend que du duplex a amplifier. La droite Thmax est encore 
15 parallele a Tdmin, mais elle est plus eloignee de Tdmin que 
dans le cas des amorces longues . 

A titre de comparaison et sans que ce soit limi- 
tatif , la sequence A a ete amplifiee par PCR avec les sondes 
1 et 2 d'une part, et les sondes 3 et 4. 

20 1) Tamp on sans agent denaturant ou destabili- 

saqt : 

Tdmin (°C) = 92,5 (avec les amorces 1 et 2 ou 3 

et 4) 

amorces 1 et 2, Thmax (°C) = 83, C (limitation 
25 due a 1 ' enzyme ) 

amorces 3 et 4, Thmax (°C) = 77,5. 

2) Tampon avec N.N. N trimefchvl glycine 1.5 M : 
Tdmin (°C) = 89 quel que soit le couple 

d' amorces 

30 Thmax (°C) = 82,5 (amorces 1 et 2) 

Thmax (°C) = 71 (amorces 3 et 4) . 

3) Tampon avec N.N.N trimethylalvcine 1,5 M et 

DMSO : 

Tdmin (°C) = 89-0,76 (% DMSO) 
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Thmax (°C) = 82,5-0,76 {% DMSO) 
Thmax (°C) = 71-0,76 (% DMSO). 

CTngMPT.F ; 7 : Amplification de minisatollitos en presence de 
N,N,N trimethylglycine* 

5 Une region minisatellite Ha-Ras du proto-onco- 

gene humain c-Ha-Ras a ete amplifiee en presence de N,N,N 
trimethylglycine. Cette region correspond a quatre alleles 
principaux (92 a 95 % de la population) , de longueur supe- 
rieure a 1 kb. 

10 Cette region est caracterisee par des repeti- 

tions d'une sequence consensus de 28 paires de bases. Le 
nombre variable de ces repetitions d6finit les differents 
alleles . 

Ce fragment repete est tres fiche en GC, et les 
15 amorces d' amplification qui encadrent cette region aussi : 

- fragment repete : 5' CAC TCC CCC TTC TCT CCA 

GGG GAC GCC A3', (GC))=67,9 % 

- amorce 1:5' GAG CTA GCA GGG CAT GCC GC 3 ' 

(GC)=70 %, Tm=61,6°C, 
20 - amorce 2:5' AGC ACG GTG TGG AAG GAG CC 3' 

(GC)=65 %, Tm=64,5°C. 

a) Amplification des minisatell ites de l'ADN de 

lymphocytes : 

Une amplification du fragment Ha-Ras a partir de 

25 50 ng d'ADN de lymphocytes dans 50 \il de solution 
d' amplification (Kit AM-TAQ, CIS BIO INTERNATIONAL) et en 
presence de 15 pmoles de chacune des amorces a ete effectuee 
sans adjonction de reactif (1), avec addition de N,N,N 
trimethylglycine 1,5 M (2), avec addition de DMSO 10 % (3), 

30 avec addition de DMSO 5 % (4) ou avec addition de N,N,N 
trimethylglycine 1,5 M et DMSO 5 % (5) (figure 9). Dans 
cette figure 9, les bandes VIII et VI representent 
respect ivement le marqueur de longueur VIII et le marqueur 
de longueur VI de Boehringer. 
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Apres une denaturation de 5 minutes a 94°C r on 
effectue 30 cycles d' amplification (denaturation 94°C, 

1 min 30, hybridation 60°C, 1 min 30, et elongation 70°C, 

2 min) . Apres une elongation supplementaire de 5 minutes a 
70°C / les amplifications sont analysees sur gel d' agarose et 
fluorescence par le bromure d'ethidium. 

Les resultats obtenus sont montres sur la figure 
9. On note que seules les amplifications en presence de 
N,N,N trimethylglycine aboutissent a la mise en evidence de 
1'allele majoritaire (1 kb) . De plus, le melange N,N,N 
trimethylglycine-DMSO donne un signal plus net et plus 
intense. Les amplifications en presence de DMSO seul (5 ou 
10 %) ne permettent aucune mise en evidence des differents 
alleles. Ce reactif seul ne permet pas une bonne denatura- 
15 tion de la sequence riche en GC. 

b > Amplification des alleles Ha-Ras pour de 
1 ' ADN extrait de tumeurs : 

Les conditions d' amplifications precedentes, en 
presence de N,N,N trimethylglycine 1,5 M et de DMSO 5 % sont 
utilisees pour amplifier les alleles d'une serie d' ADN 
humains extraits soit de tumeurs (bandes 2, 4 et 6), soit du 
tissu sain correspondant (bandes 3 et 5), et les ADN 
extraits des lymphocytes (bande 1) et d'une lignee cellu- 
laire MDA (bande 7) . 

Les resultats ont ete la mise en evidence des 
trois alleles principaux : 1 kb, 1,7 kb et >2 kb (figure 10) 
dans tous les ADNs extraits, avec une excellente speci- 
ficite : bande 1 : lymphocytes (allele 1 kb) ; bande 2 : 
tumeur du sein (allele 1 kb) ; bande 3 : patient 1, colon 
30 sain (alleles 1 kb et 1,7 kb) ; bande 4 : patient 1, tumeur 
du colon (alleles 1 kb et 1,7 kb) ; bande 5 : patient 2, 
colon sain (alleles 1 kb et >2 kb) ; bande 6 : patient 2, 
tumeur du colon (alleles 1 kb et >2 kb) ; bande 7 : lignee 
MDA (allele 1 kb) . Les bandes VIII et VI repr«§sentent 
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respect ivement le marqueur de longueur VIII et le marqueur 
de longueur VI de Boehringer. 

EXAMPLE 8 : Application d'un tampon conforme a 1' invention a 
la reaction de ligation en chaine : 

5 Pour le procede d' amplification LCR (ligase 

chain reaction) utilisant les tampons d' amplification tels 
que definis ci-dessus et qui fonctionne a deux temperatures 
Td et Th, comme la PCR, les courbes Tdmin et Thmax ont ete 
def inies . 

10 La methode est aussi appliquee au procede 

d' amplification LCR avec reparation utilisant les tampons 
d' amplification tels que definis ci-dessus. 

CTTgM pr.iq 9 : Application d'un tampon conforme a 1 # invention a 
une methode de detection d'une sequence d'acide nucleique. 

15 une reaction PCR comportant deux amorces portant 

un facteur de fixation est effectuee avec la sequence A et 
les amorces 1 et 2 pour de teeter la presence d'une 
sequence d'acides nucleiques. Apres amplification, cette 
double chaine est denaturee en presence des tampons decrits 

20 N,N,N trimethylglycine 1,5 M et DMSO 5 % et les simple-brins 
fixes sur un support solide, recouvert d'avidine. Puis une 
sonde portant un marqueur de detection est ajoutee. Le 
signal colorimetrique est ameliore et il apparait que ceci 
se confirme pour les sequences difficiles a denaturer. Cet 

25 exemple est donne a titre indicatif et n'est pas exhaustif. 
D'autres modes avantageux de fixation et de detection peu- 
vent etre utilises avec succes . 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 1* in- 
vention ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise 

30 en oeuvre, de realisation et d 1 application qui viennent 
d'etre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au 
contraire toutes les variantes qui peuvent venir a 1' esprit 
du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de 
la port6e de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Tampon, apte a etre mis en oeuvre dans un 
procede d' amplification d'au moins une sequence cible 
decide nucleique, du type comprenant n cycles, chacun 
5 desdits cycles incluant une etape de denaturation de la 
sequence cible double-brin, realisee a une temperature de 
denaturation Td, une etape d' hybridation entre la sequence 
cible simple-brin et au moins une amorce appropriee, reali- 
see a une temperature d' hybridation Th et une etape d'elon- 

10 gation de 1' amorce ayant hybride, en presence d'une enzyme 
d' elongation d'acide nucleique et a une temperature 
d' elongation Te, lequel tampon est caracterise en ce qu'il 
comprend, outre les constituants d'un tampon d' amplification 
standard, au moins un agent isodestabilisant (AI), even- 

15 tuellement associe a au moins un agent denaturant (AD), 
presents a des concentrations aptes a reduire la temperature 
de fusion Tm de la sequence cible d'acide nucleique double- 
brin d'au moins une quantite ATm AJ/ conformement a la formule 

1 : 

20 ATm A1 =f [ (% G+C) , (molarite de AI) ] , 

pour diminuer au moins la temperature de denaturation Td de 
ladite sequence cible d'acide nucleique double-brin, et ce 
tout en permettant un bon f onctionnement de la reaction 
enzymatique d f elongation des amorces. 

25 2°) Tampon selon la revendication 1, caracterise 

en ce qu'il comprend au moins un agent isodestabilisant (AI) 
et even tuellement au moins un agent denaturant (AD) a des 
concentrations aptes a diminuer la temperature de fusion Tm 
de la sequence cible d'acide nucleique double-brin, confor- 

30 mement a la formule 4 ci-apres : 

Tm (°C)=81,5-K),41(% G+C)-ATniAi-675/N+ 1 6,6.1ogM-ATmAD (formule 4), 
dans laquelle : 

ATn^j a la m§me signification que ci-dessus (formule 1), 
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ATm W) =d(% agent denaturant) (formule 3) 

M : molarite du/des cations monovalents presents dans le 
tampon, 

N : nombre de nucleotides, et 
5 d : coefficient d'efficacite de 1' agent denaturant (AD) . 

3°) Tampon selon la revendication 1 ou la reven- 
dication 2, caracterise en ce que 1' agent isodestabilisant 
est selectionne dans le groupe constitue par les halogenures 
d' alkylammonium et les ions dipolaires ( zwitterions) . 
10 4°) Tampon selon la revendication 3, caracterise 

en ce ? gue le zwitterion est, de preference la N,N,N 
trimethyiglycine . 

rr 5°) Tampon selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 l k 4, caracterise en ce que 1' agent denaturant est 
15 selectionne dans le groupe constitue par le dimethyl - 
sulfoxyd'e (DMSO) , le glycerol, le formamide, le dimethyl - 
formamide (DMF) , les ureides , les polyols et les detergents. 

6°) Tampon selon l'une quelconque des revendica- 
tions 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend un melange 
20 d'un agent isodestabilisant et d'un agent denaturant. 

7°) Tampon selon la revendication 6, caracterise 
en ce que ledit melange est constitue de N,N,N trimethyi- 
glycine et de DMSO. 

8°) Tampon selon la revendication 6 ou la reven- 
25 dication 7, caracterise en ce que la concentration en N,N,N 
trimethyiglycine est comprise entre 0,05 et 4 M, de prefe- 
rence entre 1 et 2,5 M, et la concentration en DMSO est 
comprise entre 0,5 et 15 %, de preference entre 5 et 10 %. 

9°) Tampon selon l'une quelconque des revendica- 
30 tions 1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend un melange 
d'un agent isodestabilisant et de deux agents d^naturants. 

10°) Tampon selon la revendication 9, caracte- 
rise en ce qu'il comprend un melange constitue de N, N, N 
trimethyiglycine, de DMSO et de glycerol. 
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11°) Tampon selon la revendication 10, caracte- 
rise en ce que la concentration en N,N,N trim6thylglycine 
est comprise entre 0,05 et 4 M, de preference entre 1 et 
2,5 M, la concentration en DMSO est comprise entre 0,5 et 
5 15 %, de preference entre 5 et 10 % et la concentration en 
glycerol est comprise entre 1 et 30 %, de preference entre 3 
et 20 %. 

12°) Tampon selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 11, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre 
10 dans un procede d' amplification en chaine par polymerase. 

13°) Tampon selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 11, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre 
dans un procede d' amplification en chaine par ligase. 

14°) Tampon selon l'une quelconque des revendi- 
15 cations 1 a 11, caracterise en ce qu'il est mis en oeuvre 
dans un procede d' amplification en chaine par ligase avec 
reparation. 

15°) Procede d' amplification en chaine d'au 
moins une sequence cible d'acide nucleique, caracterise en 

20 ce qu'il met en oeuvre un tampon selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 1 a 14 

16°) Procede selon la revendication 15, pour 
1' amplification en chaine, du type PCR comprenant n cycles, 
chacun desdits cycles incluant une etape de denaturation de 

25 la sequence cible double-brin, realisee a une temperature de 
denaturation Td, une etape d 1 hybridation entre la sequence 
cible simple-brin et au moins une amorce appropriee, rea- 
lisee a une temperature d' hybridation Th et une etape 
d 1 elongation de 1' amorce hybridee, en presence d'une ADN 

30 polymerase et a une temperature d* elongation Te, lequel 
procede est caracterise en ce qu'il met en oeuvre un tampon 
selon la revendication 12 . 

17° ) Procede d' amplification selon la revendica- 
tion 12, caracterise en ce que chaque cycle est effectue 
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avec deux temperatures Td (temperature de denaturation) et 
Th (temperature d' hybridation) = Te (temperature d' elonga- 
tion) , ledit procede etant, de preference, mis en oeuvre en 
presence d' amorces comprenant plus de 3 0 nucleotides, et 
5 dont la temperature de fusion Tm est elevee. 

18°) Procede d' amplification LCR (ligase chain 
reaction) d'au moins une sequence cible d'acide nucleique, 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre un tampon 
d' amplification selon la revendication 13. 

10 19°) Procede d' amplification LCR avec repara- 

tion, caracterise en ce qu'il met en oeuvre un tampon 
d' amplification selon la revendication 14. 

20°) Methode devaluation des conditions optima- 
les a mettre en oeuvre dans un procede d' amplification selon 

15 l'une quelconque des revendications 15 a 19, caracterisee en 
ce qu'elle comprend le trace du diagramme des temperatures 
definissant les domaines de Td et Th (temperature maximale 
et minimale de 1 ' amplification) , conformement aux etapes 

suivantes : 

20 (1) la realisation : 

- de la droite des temperatures minimales de 
denaturation (Tdmin) des duplex d'acide nucleique cible, du 
type Tdmin n =Td 0 -by n , dans laquelle Tdain a represente la valeur 
de la temperature minimale de denaturation pour une concen- 

25 tration y n en agent isodestabilisant, Td 0 represente la 
valeur de la temperature minimale de denaturation en 
1' absence d'additif (agent destabilisant ou agent d6natu- 
rant) et b represente la pente de la droite et 

de la droite des temperatures maximales 

30 d'hybridation des amorces (Thmax n ) , en fonction de la con- 
centration y n en agent isodestabilisant et en 1' absence 
d' agent denaturant, 
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(2) la selection d'au moins une concentration y 

■* n 

en agent isodestabilisant, pour laquelle la temperature de 
denaturation Td et la temperature d' hybridation Th satisfont 
aux conditions suivantes : Td>Tdmin >Thmax >Th, 
5 (3) la realisation : 

■ - de la droite des temperatures minimales de 
denaturation (Tdmin) des duplex d'acide nucleique cible, du 
type Tdroin^TdQ-ax. dans laquelle Tdm±n i represente la valeur 
de la temperature minimale de denaturation pour une concen- 
10 tration x i en agent denaturant et pour la concentration y n 

choisie en agent isodestabilisant a l'etape (2), Td 0 repre- 
sente la valeur de la temperature minimale de denaturation 
en l'absence d'additif (agent destabilisant ou agent denatu- 
rant) et a represente la pente de la droite et 
15 - de la droite des temperatures maximales 

d'hybridation des amorces (Thmax i ) , en fonction de la con- 
centration en agent denaturant x. et pour la concentration y 
selectionnee a l'etape (2) en agent isodestabilisant, 

(4) la selection d'au moins une concentration en 
20 agent denaturant, pour laquelle Td et Th satisfont egalement 

aux conditions suivantes : Td>Tdmin >Thmax >Th et 

n n 

(5) la preparation d'un tampon d* amplification 
conforme a 1' invention, dans lequel 1' agent isodestabilisant 
et 1* agent denaturant sont aux concentrations selectionnees 

25 aux etapes (2) et (4) ci-dessus. 

21°) Methode d' evaluation selon la revendication 
20, caracterisee en ce que lorsque les amorces sont courtes 
et de point de fusion faible, une etape d' elongation inter- 
mediaire des amorces a une temperature Te est mise en 

30 oeuvre, avec Td>Te>Th et avec Te, le plus pres possible de 
la temperature optimale de f onctionnement de 1' enzyme 
d' elongation. 
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22°) Procede de detection d'au moins une 
sequence d'acide nucleique cible, mettant en oeuvre au moins 
une etape d' amplification par une methode d' amplification en 
chaine en presence d' amorces appropriees et une etape 
5 d' hybridation avec une sonde convenable, lequel procede est 
caracterise en ce que lors de 1' etape d' amplification, l'on 
met en oeuvre un tampon selon 1'une quelconque des revendi- 

cations 1 a 14. 

23°) Procede selon la revendication 22, caracte- 
10 rise en ce que lors de 1' etape d' amplification, l'on met en 
oeuvre deux amorces portant un facteur de fixation, pour 
detecter la presence de la sequence d'acide nucleique ampli- 
lee . 

24°) Procede selon la revendication 22 ou la 
15 revendication 23, caracterise en ce qu'apres ladite amplifi- 
cation, cette double chaine est denaturee en presence d'un 
tampon selon l'une quelconque des revendications 1 a 14, et 
les simple-brins fixes sur un support solide, puis une sonde 
portant un marqueur de detection est ajoutee. 
20 25°) Procede selon l'une quelconque des revendi- 

cations 22 a 24, caracterise en ce que le facteur de fixa- 
tion est la biotine ou un haptene et la detection e?st fluo- 
rescente, colorimetrique, luminescente ou electrochimique . 

26°) Kit d' amplification d'au moins une sequence 
25 cible d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il inclut un 
tampon selon l'une quelconque des revendications 1 a 14. 

27°) Kit de detection d'au moins une sequence 
cible d'acide nucleique, caracterise en ce qu'il inclut un 
tampon selon l'une quelconque des revendications 1 a 14. 
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double chaine d'ADN 
de grande longueur 
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Separation physique incomplete 
Les brins sont relies par une zone riche en (G^C) 



Separation physique complete 
lis n'y a plus de liaison interbrins. 



\ refroidissement 

\ apres quelques secondes 



refroidissement 
apres quelques secondes 



La majeure partie des brins sont hybrides 
Les amorces ne peuvent pas s'hybrider. 



La majeure partie des brins sont separes 
Les amorces peuvent s'hybrider 



FIGURE 1 
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xl (B) «(B) 
concentration en agent denarurant (isodestabilisant) X 



x.(A).et X2(A): concentrations Umites dans I'experience PCR (A) 

x,(B) et »(B): concentrations limites dans ^experience PCR (B) 

Td(A) et Th(A): temperatures maximales et minimales dans la PCR (A) 

Td(B) et Th(B): temperatures maximales et minimales dans la PCR (B) 

U droite Tdmin relie les points de coordonnees (x,(A). Td(A)) et (x,(B), Td(B)) 

U droite Thmax relie les points de coordonnees (x 2 (A). Th(A)) et (xtfB), Th(B)) 
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Temperature 
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xl x0 x2 



concentration en agent denarurant x 



Td : temperature maximale de la PCR; Th : temperature minimale de la PCR. 

Pour xl: Hybridation des amorces est facile et la denaturation des duplex est a la lirnite du 

possible. 

Pour x2: l'hybridation des amorces est a la limite du possible et la denaturation des duplex est 
facile . 

Pour xO: l'hybidation des amorces et la denaturation des duplex sont faciles. 
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